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阶段加入 Notch 信号通路的抑制剂 DAPT 对共培养模型进行干预，干预后观察
其细胞形态变化及从组织化学水平、蛋白表达定量水平及 RNA 水平检测其内皮
间质化发生的情况。 
结果： TGF-beta3 能够成功诱导大鼠角膜内皮细胞发生内皮间质化， Notch 
信号通路的抑制剂DAPT能够完全抑制TGF-beta3诱导的大鼠角膜内皮细胞的内
皮间质化。TGF-beta1 对于大鼠角膜内皮细胞的间质化过程没有明显作用。 
结论：Notch 信号通路参与了 TGF-beta3 诱导的大鼠角膜内皮细胞向间质细
胞转化过程。 
















Background: The corneal endothelium is a monolayer cell with low 
proliferation ability. It’s hard to regenerate after injury. During wound healing, the 
corneal endothelial cells can change their morphology into fibroblast-like cells, which 
is termed endothelium-to-mesenchymal transformation (EnMT). Moreover, corneal 
endothelial cells could also change their morphology and conduct EnMT during ex 
vivo culture. Recently, more and more works focused on the proliferation, 
morphology maintainance and signaling pathways related to the corneal endothelial 
cells to formulate better ex vivo expansion protocol.  
Purpose: To investigate the effect of TGF-beta signaling pathway on rat corneal 
endothelium-to-mesenchymal transformation (EnMT) and to disscuss the crosstalk 
between the TGF-beta signaling pathway and the Notch signaling pathway. 
Methods: Rat corneal endothelial cells were cultured in SHEM medium with or 
without TGF-beta1 and beta 3, cell morphology change was observed under 
microscope, IF staining, Western blotting and RT-PCR of α-SMA were performed to 
determine EnMT. Notch signaling pathway inhibitor DAPT was added to the culture 
medium at the present of TGF-beta, EnMT was evaluated to determine the crosstalk 
between TGF-beta and Notch signaling pathway. 
Results: TGF-beta3 successfully induced EnMT of rat corneal endothelial cells, 
Notch signaling inhibitor DAPT could completely inhibit TGF-beta3 induced EnMT. 
TGF-beta1 could not induce EnMT of rat corneal endothelial cells during ex vivo 
culture. 
Conclusion: Notch signaling pathway is involved in TGF-beta3 induced rat 
corneal corneal endothelium-to-mesenchymal transformation(EnMT) . 
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的 Na+-K+-ATP 酶、水通道蛋白-1 和离子通道对于维持角膜的透明具有重要作用
（陈根云，2008）。婴幼儿时期角膜内皮细胞可进行有丝分裂，成年后则分裂停止。
随着年龄的增长，六边形细胞所占的比例逐渐下降，同时内皮细胞的密度逐渐降












































通路发挥了重要的作用，角膜内皮损伤后在 IL-1 的刺激作用下，通过 PI3 激酶
作用，促进 FGF-2的表达，FGF-2促进细胞形态的改变，使其向间质细胞转化(Jeong 
Goo Lee,2006)，另外很多文献报道 TGF-beta 信号通路能够明显促进角膜内皮细胞
向间质细胞的转化。  
1.2 TGF-beta 信号通路研究现状 
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TGF-beta 转化生长因子是 TGF-beta 超家族的一个重要成员，在哺乳动物中
TGF-beta转化生长因子有三种不同的亚型：TGF-beta1 、TGF- beta 2 和TGF- beta 





TGF-beta 通过与三种高亲和力的细胞表面受体结合开始其效应，与 TGF-beta 信
号转导相关的受体有 TGF-betaR Ⅰ、TGF-betaR Ⅱ和 TGF-betaR Ⅲ, TGF-betaR
属于丝氨酸/苏氨酸激酶受体家族，由胞外区、跨膜区及含丝氨酸/苏氨酸激酶结
构的胞内区组成。其中Ⅰ型和Ⅱ型受体参与 TGF-beta 的胞内区的信号转导, 在
TGF-beta /Smads 的信号转导过程中, TGF-beta R-I 和 TGF-beta R-II 两者相互依
赖、相互作用,协同转导信号。TGF-beta R-II 可以在无配体结合的情况下,受体发
生自体磷酸化,即非配体依赖性自体磷酸化激活,这是 TGF-beta R-II 的丝氨酸/苏
氨酸激酶系统启动、激活的特点, TGF-beta R-I 可识别与 TGF-beta R-II 结合的配
体,三者形成稳定的三体复合结构。TGF-beta R-II 复合物在征募 TGF-beta R-I 的
过程中,由于TGF-beta R-II的构象作用,致使TGF-beta R-I的丝氨酸/苏氨酸残基发
生磷酸化,磷酸化反应发生在 TGF-beta R-I 的 GS 结构域内。TGF-beta R-II 激酶结
构域或 TGF-beta R-I 的GS 结构域发生氨基酸突变都不能使 TGF-beta R-I 磷酸化, 
也不能进行信号传递。TGF-beta R-II 自体磷酸化后与配体结合使 TGF-beta R-I
磷酸化, TGF-betaR-I 在把信号传递给 TGF-beta 反应的下游底物，而Ⅲ型受体缺
少胞内区，不能直接参与胞内的信号传导，但对于信号的传导起协调作用(Franck 
Lebrin ,2005)。 
1.2.2 TGF-beta 信号通路的传导机制 
TGF-beta胞浆内信号传导通路主要包括经典的Smad蛋白信号传递系统和非
经典蛋白信号传递系统，经典的 Smad蛋白信号传递系统主要通过一系列的 Smad
蛋白来进行信号的传导，Smad 家族是 早被证实的 TGF-β受体激酶的底物,存
在于细胞质中,可将信号由胞膜直接传至胞核。细胞内至少存在 9 种 Smad 分子，
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activated Smad ,R-Smad) ,包括 Smad1 、2 、3 、5 、8 、9 ,其中 Smad2 、3 则
可被 TGF-beta 激活,作为 TGF-betaR Ⅰ激酶的直接底物,活化后与通用型 Smad 
(Co-Smad) 形成复合物异位入核,转导特异性信号,调节靶基因的转录; ②通用型
Smad ( common-partner Smad ,Co-Smad) ,哺乳动物中仅有 Smad4 , 能与活化的
R-Smad 形成异聚体, 在信号转导中起瓶颈作用; ③抑制型 Smad (inhibitory 
Smad , I-Smad) ,包括 Smad6 、7 ,可阻断受体介导的 R-Smad 磷酸化, 阻碍活化
的 R-Smad 与 Co-Smad 异聚体的形成,还可与活化的受体或受体激活的 Smads 
竞争性结合形成无活性复合物,从而对R-Smad 和Co-Smad 介导的基因表达产生
抑制作用(Keiji Miyazawa,2002)。TGF-beta 其他的信号通路包括丝裂原活化蛋白激酶
(mitogen-actived protein kinase, MAPK)通路,细胞外信号调节激酶( ERK) 通路, 
JNK, P38, PI3K 激酶, PP2A 磷酸酶和 Rho 家族成员等(Derynck R,2003)。转化生长
因子是多功能细胞因子,对大多数细胞具有生长抑制效应,在少数细胞中具有诱导
其增生的作用,主要取决于细胞的类型、来源、分化状态和实验条件。 









TGF-beta 在肿瘤细胞中可诱导表达血管内皮生长因子、金属蛋白酶 MMP-2 和
MMP-9 负调控金属蛋白酶抑制因子,从而为蛋白酶提供丰富的微环境,有利于肿
瘤细胞的迁移和浸润适当的血管上皮细胞,直接或间接地纵容了肿瘤细胞转移,激
活的 TGF-beta 信号系统还可抑制淋巴细胞的分化、增殖和功能的激活（Bouchard 
C,1997）; TGF-beta 信号还可抑制 B 细胞免疫球蛋白的合成, TGF-beta 1 在肿瘤细
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1.2.4 TGF-beta 与组织细胞纤维化 
TGF-beta 是目前已知与纤维化和疤痕形成关系 为密切的细胞因子。TGF- 
-beta 对炎性细胞和成纤维细胞有较强的趋化作用,刺激成纤维细胞产生胶原,刺
激间充质细胞分泌各种 ECM。TGF-β在人体创伤后修复过程中发挥重要调控作
用。随着瘢痕研究的进展, 人们发现 TGF-beta 1 具有很强的促纤维化及瘢痕形
成的作用，TGF-beta 1 的主要功能是促进成纤维细胞的增殖并促进其合成胶原、
纤维粘连蛋白等细胞外基质( ECM) , 同时抑制蛋白酶和基质酶的活性, 促进
ECM 沉积。Ghellai 等研究表明成纤维细胞中 中 TGF -beta 1 mRNA 表达在术后
2～7 d 显著增高（Ghellai,2000）。瘢痕组织的成纤维细胞 中 TGF -beta 1 的 mRNA 
表达是正常组织的 5 倍（Wang R,2000）。Lu 等认为 TGF -beta 1 主要在病程 1 年
以内的增生性瘢痕(HTS) 组织中表达, 在伤后 1 周内对伤口的愈合非常重要, 1 
周后才对瘢痕形成起关键作用（Lu L,2005）。alpha-平滑肌肌动蛋白(alpha-SMA)
作为细胞骨架蛋白, 是肌成纤维细胞(mFB) 收缩的典型标志, 它通过跨膜复合
物 Fibronexus 把 mFB 的收缩传导至整块组织 , 是瘢痕收缩的物质基础
(Desmouliere A 2005)。田宜肥等证明数学模型 TGF-beta 1+TGF-beta 2+TGF-beta 
3 与 alpha-SMA 呈正相关(田宜肥,2000)。5 ng/ml TGF -beta 1 可诱导静止期 FB 向
mFB 转化, 并且 alpha-SMA 的表达也逐渐增加(黄辉,2001) ,α-SMA 的高表达增强
了瘢痕的黏着程度(Dabiri G,2006)。抗 TGF-beta 1 中和抗体血清可使 FB 中
alpha-SMA 的表达水平下降。有研究报道 TGF-beta1 与体内各器官的多种慢形炎
症性疾病有重要关系，如风湿性关节炎、糖尿病肾病、肠炎、心肌炎等，其炎症
细胞的浸润及相关炎症反应引起纤维细胞的增生 (Dirk Pohlers,2009) 。在心血管系
统，TGF-beta 可由压力负荷、高血糖、血管紧张素Ⅱ等多种因素刺激产生，在
多种因素刺激下,TGF-beta 通过 Smad 蛋白,蛋白激酶及各转导途径的交互通话介






















加入转化生长因子能够促进 smooth muscle actin 蛋白的表达增加，而 PECAM1
蛋白的表达下降 (Tetsuro Watabe,2003)。 




有文献报道在兔眼抗青光眼术后结膜下分别注射 TGF-beta 抑制剂 CAT-152 
(1g/L)，发现 CAT2152 明显提高手术成功率,减少结膜下疤痕,减少角膜风险(Mead 
AL,2003)。研究发现 TGF-beta 可以使体外培养的鼠晶状体出现前囊膜下混浊,其中
TGF-beta 2 和 TGF-beta 3 的作用是 TGF-beta 1 的 10 倍(Gordon-Thomson C,1998 ) ,
在啮齿动物体内 TGF-beta 2 是参与晶状体创伤后愈合过程的主要亚型(Saika 




混浊形成的基础。TGF-beta 特别是 TGF-beta 2 参与了晶状体创伤后的修复过程,
并在后囊膜混浊过程中发挥了作用.TGF-beta 在人房水中存在的主要亚型是
TGF-beta 2(Jampel HD,1990)。在正常房水中的浓度< 1ng/mL,大部分以功能静止状态





后段细胞外基质的代谢(Hirase K,1999)。病理状态下，TGF-beta 2 与间质聚积、胶
原增多和收缩有关的眼病都有密切关系，如增殖性玻璃体视网膜病变(PVR )，大
量出现的纤维连接蛋白及胶原与 TGF-beta 1 和 TGF-beta 2 的剌激有关。C 级以
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成纤维细胞趋化、血管生成和细胞增殖有关。增生性糖尿病视网膜病变患者玻璃
体内 TGF-beta 2 含量明显高于无增生性的糖尿病视网膜病变者(Matsumoto Y,2002)。
PVR 的玻璃体中 TGF-beta 2 的质量浓度随着 PVR 严重程度的发展质量浓度逐渐
升高，TGF-beta 2 参与了 PVR 病理过程中的各个环节，是 PVR 发生的重要因素。
人角膜上皮细胞、基质细胞及内皮细胞内均有 TGF-beta mRNA 表达,其中角膜上
皮细胞中以TGF-beta 1 表达为主, 亦有TGF-beta 2 和TGF-beta 3 ,其中角膜上皮
下区域基质细胞中仅有TGF-beta 1 和TGF-beta 2 表达,而内皮细胞中则3种均有




附受体的合成等作用来实现(金龙山,2008).   
1.2.6 TGF-beta 对角膜内皮的生物学效应 
目前在大鼠角膜内皮细胞中已经发现了 TGF-beta 的三种受体(Nancy C,2002)。
TGF-beta 可以促进角膜内皮细胞合成层粘连蛋白(laminin ,LN) 和纤维连结蛋白
(fibronectin , FN) 。FN 和 LN 在后弹力层和角膜内皮细胞周围均有分布,对角膜
内皮细胞的粘附、迁移和增殖等有重要影响。有研究证实 TGF-beta 1 、TGF-beta 
2 和 TGF-beta 3 均可诱导猫角膜内皮细胞在肌成纤维细胞转化(myofibroblast 
transformation) 过程中合成 FN(Petroll WM,1998)。TGF-beta 可以通过提高透明质素






PGE2 、TGF-beta 和接触抑制等,其中后两者是主要的影响因素(Jumblatt MM, 
1994 ) 。TGF-beta 可以抑制许多类型细胞的再生,动物实验表明 TGF-beta 亦可抑
制角膜内皮细胞的再生。TGF-beta 对细胞生长的抑制作用主要是阻止细胞进入 S
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